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Resumen 
 
La enfermedad celíaca (EC) es una patología crónica caracterizada por una lesión del 
intestino delgado, que conduce a una atrofia de las vellosidades intestinales, y como 
consecuencia de ello a una mala absorción de los nutrientes (proteínas, grasas, hidratos 
de carbono, sales minerales y vitaminas). Es la enfermedad inflamatoria crónica 
intestinal más frecuente, estimándose que más de 1 de cada 100 recién nacidos vivos 
van a padecerla a lo largo de su vida, y que puede haber por cada caso diagnosticado 
entre 5-15 casos no diagnosticados. Esta enteropatía está asociada a una intolerancia 
permanente al gluten de trigo, cebada, centeno y, en algunos casos también avena. El 
desarrollo de esta enfermedad se desencadena como consecuencia de la presencia de 
péptidos de la fragmentación de proteínas del gluten, que no son digeridos por 
proteasas de nuestro propio organismo, y resultan tóxicos para el enfermo celíaco. 
El único tratamiento efectivo es la exclusión completa y permanente del gluten de la 
dieta, lo que consigue la mejora o desaparición de los síntomas en prácticamente todos 
los pacientes. Sin embargo, el mantenimiento de una dieta exenta de gluten no es tarea 
sencilla, no sólo por el elevado coste económico que implica, sino también porque el 
gluten está presente como ingrediente en la mayoría de los alimentos que consumimos. 
Actualmente en la elaboración de alimentos para el colectivo celiaco se excluye el 
trigo, centeno, cebada, y también la avena, que son sustituidos por harinas de otros 
cereales que no desencadenan la EC como el maíz, el arroz, o el almidón de patata. La 
situación ideal sería eliminar las proteínas tóxicas del gluten de trigo, cebada o centeno 
y poder elaborar productos aptos para el colectivo celiaco de forma que conserven 
parte del gluten y muchas de las propiedades organolépticas y funcionales asociadas. 
Esta aproximación, aunque ha sido abordada en el pasado sin éxito, es especialmente 
difícil en el caso de trigo. Hasta la fecha los distintos estudios indican que todas las 
variedades de trigo cultivadas y las especies silvestres emparentadas son tóxicas, 
aunque con diferencias entre ellas, pero muy por encima del límite tolerado por los 
celíacos. 
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El trigo cultivado es genéticamente muy complejo debido a su origen a partir de 
especies diploides ancestrales mediante procesos de hibridación natural y posterior 
poliploidización. Las dos especies de trigo de importancia agrícola, el duro (para 
fabricación de pastas), y harinero (el 90% de todo el trigo producido en el mundo), son 
tetraploide (dos genomas, AABB) y hexaploide (tres genomas, AABBDD), 
respectivamente. El grano del trigo es utilizado para hacer harina, sémola, cerveza y 
una gran variedad de productos alimenticios, existiendo cierta especificidad en cada 
región del mundo en cuanto a los tipos de trigo que se utilizan para cada uso. 
El grano de trigo está constituido por proteínas con funciones estructurales o 
metabólicas y proteínas de reserva (gluten). De acuerdo con la clasificación original de 
Osborne  basada en las diferencias de solubilidad de las proteínas del grano de trigo, 
éste estaría compuesto de albúminas, globulinas, prolaminas (gliadinas) y glutelinas 
(gluteninas). El gluten representa el 80% del total de proteína del grano y estaría 
formado por gliadinas y gluteninas, que presentan propiedades fisicoquímicas 
diferentes debido a su distinta habilidad para formar polímeros. Mientras que las 
gliadinas son monoméricas, las gluteninas se ensamblan en polímeros, estabilizados 
por puentes disulfuro que las mantienen físicamente unidas entre sí, formando enormes 
agregados de tamaño variable.  
Las proteínas del gluten de trigo son ricas en los aminoácidos prolina (15%) y 
glutamina (30%) y presentan contenidos inusualmente bajos en los ácidos aspártico y 
glutámico. La elevada cantidad de prolina es la causa de que las proteínas del gluten 
sean difícilmente digeridas por las proteasas gastrointestinales, resultando en péptidos 
relativamente grandes que se acumulan en el intestino delgado. Estos péptidos son 
sustratos perfectos para la desamidación de residuos de glutamina en glutamato 
mediada por la transglutaminasa 2 (TG2), fundamental para la creación de epítopos 
estimuladores de linfocitos T implicadas en la enfermedad celíaca (EC). Las gliadinas 
son, sin duda, el principal componente tóxico del gluten, especialmente las α -gliadinas 
y las γ-gliadinas ya que la mayoría de las células T CD4+ específicas de DQ2 (o DQ8), 
derivadas de biopsias del intestino delgado de pacientes celíacos parecen reconocer 
esta fracción. 
El carácter bajo contenido en gluten tóxico es extremadamente complejo y su 
regulación genética insuficientemente conocida. Las técnicas biotecnológicas basadas 
en el silenciamiento específico de genes mediante ARN de interferencia (RNAi) es la 
alternativa mejor explorada hasta la fecha. Esta técnica consiste en un mecanismo de 
silenciamiento post-transcripcional de genes muy específico, por el que pequeñas 
moléculas de ARN complementarias a un ARN mensajero (ARNm) conducen a la 
degradación de éste, impidiendo así su traducción en proteínas.  
En este proyecto hemos diseñado ARNs de interferencia quiméricos capaces de 
silenciar los genes de los tres grupos ω-, γ- y α-gliadinas. La construcción de un 
fragmento ARNi quimérico implica la identificación de zonas altamente conservadas 
en los genes de cada uno de los tres grupos de gliadinas y la combinación de dichas 
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secuencias en un único fragmento de silenciamiento bajo el control de promotores 
específicos de endospermo. 
Con esta técnica hemos producido una colección de más de 50 líneas de trigo de 
diferentes variedades, con la fracción de gliadinas fuertemente silenciada. La 
cuantificación mediante ELISA sándwich con el anticuerpo R5 ha puesto de manifiesto 
que en algunas líneas, el porcentaje de gluten ha disminuido en torno al 98%. Esto 
datos se vieron corroborados con los ensayados con linfocitos T específicos de 
determinados epítopos altamente estimuladores. Los resultados de la cuantificación de 
la proliferación de linfocitos T específicas de los epítopos DQ2-α-II, DQ8-α-I, DQ2-γ-
VII y DQ8-γ-I en respuesta al gluten procedente de las líneas silenciadas, y digerido 
con pepsina y tripsina, fueron realmente espectaculares. 
Un aspecto importante es conservar la calidad harino-panadera de las nuevas 
variedades sin gluten tóxico. Lo ideal es que puedan ser utilizadas ampliamente para la 
producción de pan y de otros productos alimenticios para celiacos y otras intolerancias 
al gluten y sus propiedades organolépticas sean lo más parecidas al pan elaborado con 
trigo normal. La calidad panadera de estas líneas se ha evaluado mediante la prueba de 
sedimentación SDS, ya que los volúmenes de sedimentación obtenidos están altamente 
correlacionados con la calidad panadera. La mayoría de las líneas sin gliadinas 
mostraron unos valores de sedimentación SDS comparables a las líneas control, y solo 
cinco líneas tuvieron valores significativamente más bajos que las líneas control. Sin 
embargo, los valores de sedimentación SDS de estas cinco líneas aún son comparables 
a los de trigos harineros de calidad media. 
Las variedades de trigo descritas muestran muy reducidas las tres fracciones de 
gliadinas por lo que podrían ser aptas para otras patologías relacionadas con el gluten. 
Por ejemplo, la anafilaxis dependiente de ejercicio físico, que se produce en individuos 
sensibles después de practicar deporte, es disparada por genes codificados en el brazo 
corto del cromosoma 1B de trigo duro y harinero, las ω-5-gliadinas. En las líneas 
descritas, esta fracción proteica se encuentra altamente disminuida, por lo que estas 
harinas podrían ser de ayuda para combatir esta grave patología. La sensibilidad al 
gluten, una nueva patología de intolerancia al gluten, que excluye la celiaquía y alergia, 
afecta al 6% de la población en USA, y cuyo tratamiento también es una dieta sin 
gluten, podría asimismo beneficiarse de las nuevas variedades descritas en este trabajo. 
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